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Resumo
Os filamentos intermediários representam um dos princi-
pais componentes do citoesqueleto de células eucarióticas. O
monômero desses filamentos em astrócitos é a GFAP ("glial fibrillary
acidic protein"), cuja polimerização é modulada aparentemente pela
fosforilação e pela interação com uma proteína ligante de cálcio, a
8100B. Neste estudo investigamos a polimerização in vitro da GFAP,
usando um ensaio baseado na sedimentação induzida por imidazol/
alto magnésio. De fato, a GFAP solúvel (não polimerizada) aumentou
em cerca de 25% na presença de 8100B ou PKA (proteína cinase
A). Estes dados sugerem que ambos os mecanismos possam estar
atuando no ciclo de polimerização/despolimerização da GFAP em
momentos e/ou situações diferentes afetando a plasticidade glial.
Palavras-chaves: GFAP, 8100B, fosforilação protéica, plasticidade
glial.
Abstract
Intermediate filaments represent a major cytoskeleton
constituent in eukaryotic cells. GFAP ("glial fibrillary acidic protein")
is the monomer of these filaments in astrocytes and its polymerization
is apparently modulated by phosphorylation and by interaction with
S100B, a calcium-binding protein. In this study we investigate in vitro
polymerization of GFAP, using an assay based on imidazol/high
magnesium-induced sedimentation. In fact, soluble GFAP (non-
polymerized) increased about 25% in presence of S100B or PKA
(protein kinase A). These data suggest that both mechanisms could
be acting in the cycle of polymerization/depolymerization of GFAP at
different times and/or conditions, therefore affecting glial plasticity.
Key words: GFAP, S100B, protein phosphorylation, glial plasticity.
Abreviações: GFAP, proteína glial fibrilar ácida; AMPc, AMP cíclico;
PKA, proteína cinase dependente de AMPc; SDS-PAGE, eletroforese
em gel poliacrilamida com dodecil sulfato de sódio.
Introdução
O Ca2+ exerce ampla atividade modulatória no sistema ner-
voso central e grande parte desta atividade ocorre via proteínas ligantes
de Ca2+ como a calmodulina e S100B. A proteína S100B, estrutural-
mente um homodímero de 21 kDa com sítios ligantes de Ca2+ do tipo
"EF-hand", é expressa principalmente em astrócitos onde desempe-
nha possivelmente diversas funções, incluindo a regulação do ciclo
celular e do citoesqueleto. A atuação da S1OOBno citoesqueleto
envolve ligação a proteínas modulatórias de microfilamentos,
microtúbulos e filamentos intermediários (1-3).
A GFAP é a proteína que constitui, ao lado da vimentina,
os filamentos intermediários dos astrócitos, sendo considerada um
marcador destas células. Bianchi e colaboradores (4) mostraram que
in vitro a S1OOBpromove a despolimerização dos filamentos de GFAP,
não só desfazendo filamentos pré-formados, como se ligando ao
monômero e impedindo sua polimerização. Por outro lado, mostra-
mos também in vitro que a S100B reduz a fosforilação da GFAP
(1,2). Entretanto, a relação direta entre estes dois eventos
modulatórios da polimerização, fosforilação e presença de S100B,
não foi estabelecida.
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Buscando investigar essa possível relação usamos neste
trabalho um ensaio de sedimentação induzida por imidazol/alto
magnésio, onde a fração não polimerizada de GFAP permanece so-
lúvel e pode ser avaliada por eletroforese. Para confirmar o
envolvimento da 8100B com a fosforilação da GFAP e vimentina,
estimulamos a fosforilação destas proteínas através da ativação de
PKA por AMPc, em citoesqueleto de astrócitos.
Material e Métodos
Material. °material de cultura foi obtido da Gibco, exceto
o soro bovino fetal (Cultilab). ° y_32P-ATPfoi proveniente da ICN. Os
demais reagentes foram obtidos da 8igma. A GFAP purificada foi
nos presenteada pelo Dr. Rosario Donato (Universidade de Perugia ,
Itália).
Cultura de astrócitos e Preparação do Citoesqueleto. Cul-
turas primárias de astrócitos foram preparadas como previamente
descrito (5,6). Os hipocampos de ratos Wistar neonatos, provenien-
tes do Biotério do Departamento de Bioquímica, foram removidos e
colocados em uma solução salina balanceada livre de Ca2+e Mg 2+,
pH 7,4, contendo: 137 mM de NaCI; 5,36 mM de KCI; 0,27 mM de
Na2HP04 e 6,1 mM de glicose. ° tecido foi dissociado mecanica-
mente através da passagem por uma pipeta Pasteur. A suspensão
de células foi centrifugada a 1000 rpm por 5 mino° sobrenadante foi
descartado e o precipitado ressuspenso em meio de cultura pH 7,6
contendo: 1% de DMEM ("Dulbecco's modified Eagle's medium"),
8,39 mM de tampão HEPE8, 23,8 mM de NaHC03, 0,1% de
fungizona, 0,032% de garamicina e 10% de soro fetal bovino. As
células foram semeadas numa densidade de 1,5 x 105 células/em"
em placas de 24 poços pré-tratadas com poli-L-lisina. As culturas
foram mantidas em atmosfera de 5% de CO2 I 95% de ar a 3rC até
atingirem a confluência (14 dias). A fração citoesquelética Triton-
insolúvel foi preparada de acordo com Harrison e Mobley, 1992 (7).
As células foram raspadas e homogeneizadas em tampão Tris (pH
7,0) contendo: 50 mM de Tris-HCI, 2 mM de EDTA, 2 mM de PM8F
(fluoreto de fenilmetilsulfonila), 1 mM de DTT (ditiotreitol) e 0,5% de
Triton X-100. Depois de 30 min no gelo, as amostras foram
centrifugadas a 15000 x 9 por 15 mino° precipitado foi ressuspenso
em tampão Tris e novamente centrifugado. ° precipitado foi
ressuspenso então em 20 mM de Tris-HCI (pH 7,4) para obter-se
uma concentração final de 2 mg de proteína/mL, medida pelo méto-
do de Lowry.
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Ensaio de fosforilação de proteínas e eletroforese: O en-
saio de fosforilação continha num volume final de 50 mL: 10 mM de
Tris-HCI (pH 7,4), 12 ~lMde ATP (5 ~Ci y_32P-ATP),1O~g de proteína
do citoesqueleto e 1 ~lMde MgCI2.AMPc e S1OOBeram adicionados
nas concentrações de 50 pM e de 5 pM, respectivamente. A reação
foi iniciada pela adição de y-32P-ATPe mantida a 30°C por 30 min,
quando foi parada pela adição de 500 ~L de ácido tricloroacético. As
amostras foram deixadas em gelo por 30 min e centrifugadas a 15000
x 9 por 10 mino O precipitado foi lavado uma vez com ácido
tricloroacético 4% e com etanol 80%. Depois as amostras foram
dissolvidas em 60 ~L de tampão de eletroforese Tris-SDS contendo
4% de SDS, 5% de mercaptoetanol, 2 mM de EDTA, 50 mM de Tris-
HCI, pH 6,8. As amostras foram analisadas em 10% de SDS-PAGE.
Os géis secos foram expostos a filmes de raios-X. A quantificação
da fosforilação de GFAP e vimentina foi feita por densitometria.
Ensaio de sedimentação da GFAP: Os ensaios de sedi-
mentação foram realizados conforme descrito previamente (8-10).
GFAP bovina purificada (4) na concentração de 0,5 mg/mL, foi pre-
parada em 10 mM Tris-HCI (pH 7,2), O,1 ~M de MgCI2, 1 mM de DTT
num volume final de 90 ~L. A pré-incubação a 30°C, durante 2h, foi
feita: (a) com adição de ATP (0,2 mM) e PKA (3 unidades, PKA
Sigma); (b) S100B (5 ~M) (c) ATP, PKA e S100B; e (d) sem adições
(basal). Após esta etapa foram adicionados às amostras 1O ~L de
tampão imidazol-HCl1 M, pH 6,8 , contendo 10 mM de MgCI2 ' para
induzir a sedimentação da GFAP, durante um período de incubação
de 30 mino Então as amostras foram centrifugadas a 13000 x 9 por
30 mino O sobrenadante - contendo a GFAP não polimerizada - foi
transferido para um tubo eppendorf contendo 50 ~L de ácido
tricloroacético 30% e mantido durante a noite em gelo. As amostras
foram centrifugadas a 13000 x 9 por 15 minoO precipitado foi lavado
duas vezes com etanol 80% gelado e dissolvido em 60 ~L de tampão
de eletroforese descrito acima. As amostras foram submetidas à
eletroforese unidimensional (SDS-PAGE 10%). O gel foi corado com
azul de Comassie e as bandas correspondentes a GFAP foram
quantificadas por densitometria pelo programa Optiquant.
Resultados
Inibição da fosforilação de GFAP por S1008. A S100B
causou uma inibição da fosforilação da GFAP e vimentina estimula-
da por AMPc. Este efeito inibitório da S100B sobre a fosforilação da
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GFAP e vimentina pode ser atribuído à ligação da 8100B diretamen-
te nos sítios de fosforilação destas proteínas, possivelmente bloque-
ando o acesso de proteínas cinases (Figura 1).
Fosforilação e S1008 afetam a sedimentação da GFAP.
Considera-se que o conteúdo de GFAP, não sedimentado com a in-
cubação com imidazol e alto magnésio, corresponda à fração não
polimerizada da GFAP. Os ensaios mostraram que houve um au-
mento significativo (cerca de 25%) tanto na presença de 8100B,
quanto na presença de PKA e ATP. Entretanto, observou-se que a
8100B e a fosforilação da GFAP (estimuladas pela adição de PKA e
ATP) não têm um efeito aditivo. De fato, inesperadamente, não se
observa um efeito sobre a sedimentação quando 81OOB,PKA e ATP
são adicionados juntos (Figura 2).
Discussão
Nossos estudos confirmam que a 8100B tem um efeito
inibitório sobre a fosforilação da GFAP. A 8100B se liga à GFAP em
uma seqüência crítica de polimerização chamada de "RP box motif",
localizada na porção N-terminal da proteína (11). Em ratos esta se-
qüência apresenta três locais possíveis de serem fosforilados, as
serinas 36/38 e a treonina 41 (12). Os outros locais de fosforilação
da GFAP são a treonina 7 e as serinas 8/12/16. A PKA e a cinase
dependente de calmodulina Tipo 11 fosforilam a GFAP nos resíduos 7-
16, e nos resíduos da "RP box motif". Portanto, é possível que a
8100B diminua a fosforilação da GFAP pela ligação na sua porção
N-terminal. Por outro lado, outro local de ligação da 81OOBfoi encon-
trado na hélice 2A da GFAP (13). Assim, a 8100B pode inibir a
polimerização da GFAP pela ligação neste local, bloqueando a
elongação dos protofilamentos de GFAP. Este evento parece ser in-
dependente da inibição da fosforilação da GFAP 81OOB-dependente,
implicando que a 8100B pode ser capaz de ligar-se tanto na GFAP
fosforilada, quanto na GFAP não fosforilada.
O ensaio de sedimentação da GFAP purificada, com o tam-
pão imidazol-magnésio, mostrou que tanto a adição de 8100B quan-
to a fosforilação por PKA dificultou a polimerização da GFAP, au-
mentando sua presença na fração solúvel. Isoladamente 81OOBou a
fosforilação induzida por PKA causaram uma despolimerização (ou
evitaram a polimerização) na ordem de 25%. Ao contrário, quando
PKA e 81 OOB foram adicionadas juntas, esse aumento na
despolimerização desapareceu.
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Fig. 1. Inibição da fosforilação de GFAP e vimentina por S 1008. Amostras
de citoesqueleto foram incubadas com y-32P-ATP e a fosforilação
de proteínas foi analisada por SDS-PAGE. AMPc e S1008 foram
adicionados numa concentração de 50 11Me 511M,respectivamente.
A fosforilação da GFAP e vimentina foi quantificada pelo programa
Optiquant. A linha pontilhada (100%) corresponde a fosforilação
basal das proteínas. As barras brancas correspondem a vimentina
e as barras pretas a GFAP. Estes valores representam a média
(±EP) de 3 experimentos independentes. ·Significativamente
distinto da fosforilação de proteínas estimulada por AMPc (P<0,01).
Inserido a direita, observa-se as bandas correspondentes às
proteínas vimentina e GFAP.
46 Ciência & Natura, Santa Maria, 25: 41 - 50, 2003
140
*
130
120
u..«u,
110e"
:!!.o
100
90
80
eFAP eFAP/S100B eFAP/PKA eFAPIPKAlS100B
Fig. 2. Conteúdo de GFAP no sobrenadante após a indução da
sedimentação. GFAP (0,5 mg/mL) foi incubada com 5 mM de
8100B e/ou 3U de PKA e 0,2 mM de ATP, em pH=7,2 e então
submetida ao ensaio de sedimentação pela adição de tampão
Imidazol-Mg (pH=6,8). O contéudo de GFAP no sobrenadante
obtido foi analisado por eletroforese unidimensional e o gel corado
com azul de Comassie. As bandas foram quantificadas pelo
programa Optiquant. Estes valores representam a média (±EP)
de 5 experimentos independentes (* P< 0,05).
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Considerando que tanto a 81OOBquanto a fosforilação (via
PKA) provocaram a despolimerização da GFAP (ou impediram a
polimerização), torna-se complexa interpretação dos dados conjun-
tamente. Uma possibilidade, embora muito remota, seria a interação
entre 81OOBe PKA "in vitro", impedindo a atividade da cinase ou a
ligação da 8100B com a GFAP. Por outro lado, considerando uma
atividade cíclica de polimerização e despolimerização dos fi lamentos
intermediários que ocorre (12) seria possível conceber que estes
mecanismos atuem em momentos diferentes do ciclo. Por exemplo,
a fosforilação poderia atuar na despolimerização num momento e a
8100B no momento seguinte, impedindo a repolimerização. O mo-
delo in vitro de sedimentação, baseado na mudança da vizinhança
iônica da proteína, pode não ser adequado para resolver esta ques-
tão e parece distante das condições in vivo envolvidas na polimerização
e despolimerização.
Ambos os mecanismos fosforilação e 8100B podem estar
regulando a polimerização in vivo dos fi lamentos intermediários gliais.
Entretanto, os dados aqui apresentados sugerem alguma forma de
interferência entre os dois mecanismos no modelo in vitro utilizado.
É interessante também mencionar que a desfosforilação da GFAP,
com fosfatase alcalina, reduziu levemente a capacidade de
polimerização in vitro da GFAP (8).
Nossos dados reforçam o possível papel da proteína 81OOB
e da fosforilação na regulação do citoesqueleto glial, particularmente
dos filamentos intermediários. Entretanto, ainda é limitada nossa
compreensão sobre o papel dos diversos sítios fosforilados na GFAP
ou mesmo dos sítios de interação com a 8100B.
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